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POVZETEK 
 
Kiralnost molekul in različni farmakološki učinki, ki jih lahko povzročijo v telesu, so že zelo 
dolgo pomembni v farmacevtski industriji. Da bi bilo neželenih učinkov, povzročenih s strani 
enantiomerov, čim manj, farmacevtska industrija stremi k razvoju čistih enantiomernih spojin. 
Te spojine lahko pridobivamo na dva načina:  
− racemno zmes ločimo na enantiomere s pomočjo kiralne ločbe, 
− s stereoselektivno sintezo. 
Tema tega diplomskega dela je bila kiralna ločba s pomočjo tekočinske kromatografije visoke 
ločljivosti. V normalno-faznem kromatografskem sistemu smo s spreminjanjem parametrov 
kromatografskega sistema poskušali ločiti spojine giraznih inhibitorjev na posamezne enantio-
mere za analizne in preparativne namene.  
S spreminjanjem sestave mobilne faze smo na kromatografski koloni Kromasil Chiral Cellu-
Coat razvijali metode za kiralno ločbo. Za mobilno fazo smo uporabili heksan, metanol in 
izopropanol. V poskusih nam je na enantiomere uspelo ločiti 4 spojine: enantiomerni par 1 in 
2, 7 in 8 ter spojini 10 in 11. Za spojini 1 in 2 smo uspeli določiti enantiomerni presežek. Po-
kazali smo, da v danem kromatografskem sistemu do ločbe ni mogoče priti pri spojinah 3 in 4, 
5 in 6 ter 9.  
 
Ključne besede: girazni inhibitorji, enantiomeri, kiralna kromatografija 
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ABSTRACT 
 
Molecular chirality and its pharmacological effects on human body have been important in 
pharmaceutical industry for quite a long time. Thus, pharmaceutical industry strives to pro-
duce pure enantiomeric drugs to mitigate or eliminate adverse side effects of unwanted enanti-
omers in the mix. These pure compounds can be obtained by two different approaches: 
− Separation of racemic mixture by chiral chromatography 
− Stereospecific synthesis 
Topic of this master thesis was chiral separation with the help of high-performance liquid 
chromatography. A normal-phased system was used where we were changing parameters of 
chromatographic system with the goal of separation of gyrase inhibitors. Enantiomeric compo-
unds were further used for analytical and preparative purposes.  
We were trying to develop a method for chiral separation by changing composition of mobile 
phase on a chromatographic column Kromasil Chiral CelluCoat. Hexane, methanol and iso-
propanol were used as a mobile phase. In a series of experiments, we successfully separated 4 
compounds: enantiomeric couple 1 and 2, 7 and 8, 10 as well as 11. For the compounds 1 and 
2 we have also determined enantiomeric excess. We have shown that no separation can be 
made on described system with compounds: 3 and 4, 5 and 6 and also 9. 
 
Key words: gyrase inhibitors, enantiomers, chiral chromatography 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
HPLC – high performance liquid chromatography (tekočinska kromatografija visoke 
ločljivosti) 
ATP – adenin trifosfat 
MF – mobilna faza 
iPr-OH – izopropanol  
mAU – mili absorbance unit 
MeOH – metanol 
Rs – resolucija  
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UVOD 
 
Zgodovina kromatografije 
 
Kromatografijo je leta 1903 odkril rusko-italijanski botanik Cvet, ko je v svojih poskusih 
poskušal ločiti različne pigmente v zelenih listih. Sama beseda kromatografija izhaja iz grške 
besede ''chroma'', ki pomeni barvo, in besede ''graphein'', kar pomeni pisati. Cvet je tako ta izraz 
uporabil, da je opisal svoj poskus, kjer so se različne barve pigmentov zelenih listov pomikale 
po koloni, napolnjeni s prahom krede. S časom se je sama kromatografija izboljševala. V 
štiridesetih letih 20. st. se je razvila papirna kromatografija, v petdesetih je sledila plinska in 
tankoplastna kromatografija. Leto 1969 pa označujemo kot začetek tekočinske kromatografije. 
Takrat se je Journal of Gas Cromatography preimenoval v Journal of Chromatographic 
Science, kar je nakazovalo na močno povečan interes v metode tekočinske kromatografije [1]. 
Izraz kromatografija lahko uporabimo za številne ločitvene tehnike, ki temeljijo na ločevanju 
analitov med mobilno fazno in stacionarno fazo. Mobilne faze so lahko plin, tekočina ali 
superkritična tekočina. Stacionarne faze pa so lahko tekoče ali trde. 
Že sam Cvet je proces adsorpcije definiral z razlago, da imajo molekule različnih analitov 
različno afiniteto (interakcije) s površino adsorbenta in da se analiti s šibkejšimi interakcijami 
manj adsorbirajo. Do dandanes tekočinska kromatografija visoke ločljivosti še vedno temelji na 
razliki v afiniteti analita do stacionarne faze. 
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Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti – HPLC 
Večina naprav za tekočinsko kromatografijo je dandanes sestavljena v obliki spodnje sheme: 
 
Slika 1: Shematski prikaz naprave tekočinske kromatografije visoke ločljivosti. 
1. Rezervoar, kjer imamo mobilne faze.  
2. Naprava, ki nam med samim poskusom, če je to potrebno, pripravi gradientno mobilno 
fazo (sestava mobilne faze se časovno spreminja). 
3. Črpalka nam zagotavlja konstanten pretok mobilne faze skozi sistem. 
4. Injektor injicira vzorec v tok mobilne faze. 
5. Kolona, mesto ločitve analitov. 
6. Detektor, največkrat UV-Vis. 
7. Kontrolni sistem in procesiranje podatkov – računalniški program, kjer lahko nadziramo 
vse parametre naprave in analiziramo rezultate [1] [2]. 
Vrste tekočinske kromatografije visoke ločljivosti  
Poznamo 4 glavne vrste tekočinske kromatografije. To so normalno-fazna, reverznofazna, 
ionsko izmenjevalna in velikostno izključitvena kromatografija. Poimenovane so glede na 
prevladujoč tip interakcij med molekulami analitov in stacionarno fazo. Poznamo tri glavne 
vrste medmolekulskih vezi: ionske vezi, polarne vezi, disperzijske vezi.  
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1. Normalno-fazna kromatografija 
Ta vrsta tekočinske kromatografije temelji na različni moči polarnih interakcij analitov 
s stacionarno fazo. Močnejše, kot so polarne interakcije analita s stacionarno fazo, dlje 
se bo analit obdržal v koloni. Kot pri vseh drugih tekočinskih kromatografijah je tudi pri 
normalno-fazni kromatografiji ločba kompetitiven proces. Molekule analitov tekmujejo 
z molekulami mobilne faze za mesta adsorpcije na površini stacionarne faze. Močnejše, 
kot so interakcije med stacionarno fazo in mobilno fazo, manj se bo analit obdržal v 
koloni. Mobilne faze so pri tej vrsti kromatografije nepolarna topila (heksan, 
cikloheksan, heptan, diklorometan, etil acetat) z majhnim deležem polarnega 
modifikatorja (etanol, metanol, izopropanol). S spreminjanjem deleža polarnega 
modifikatorja nadziramo retencijo analita na koloni. Ker so polarne interakcije relativno 
močne in prevladujoč tip v tem primeru, že sprememba 1 % (v/v) lahko pomeni 
precejšen vpliv na retencijo analita. Vsebina kolone pri normalno-fazni HPLC so 
največkrat razni porozni oksidi, kot je silika gel (SiO2) ali Al2O3. Površine teh 
stacionarnih faz imajo številne -OH skupine, ki naredijo površine izjemno polarne. 
Poznamo še stacionarne faze, ki vsebujejo modifciran silika gel (diolna faza). Ta je manj 
polaren od nemodificiranih.  
2. Reverznofazna HPLC 
V nasprotju z normalno-faznim HPLC pri reverznofazni kromatografiji glavno vlogo 
igrajo Van der Waalsove interakcije (Londonove disperzne sile). V sistemu imamo 
polarne mobilne faze in hidrofobne stacionarne faze. Ker so ti tipi interakcij najšibkejši, 
tak sistem omogoča ločbo analitov, ki se zelo malo razlikujejo med sabo v interakcijah 
s stacionarno fazo. Te so največkrat porozni rigidni materiali s hidrofobno površino – 
kemijsko modificiran silika gel.  
3. Ionsko izmenjevalna kromatografija 
Kot že samo ime pove, ta vrsta kromatografije temelji na različni afiniteti ioniziranega 
analita do nasprotno nabitega ionskega centra na adsorbentu stacionarne faze. Glede na 
naboj ionskega centra te lahko ločimo na anionske izmenjevalce (pozitivni naboj centra) 
in kationske izmenjevalce (negativni naboj centra). Rentencija analitov je močno 
odvisna od pH in ionske moči mobilne faze [2]. Ionsko izmenjevalna kromatografija je 
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dobila veliko uporabo na biokemijskem področju, kjer se uporablja za ločevanje 
proteinov, nukleinskih kislin, encimov in drugih bioloških molekul [3].   
4. Velikostno izključitvena kromatografija 
Pri tej vrsti tekočinske kromatografije pride do ločbe glede na velikost delcev analita, ki 
se zaradi svoje sterične oblike zadržijo v porah stacionarne faze. Ločitev med mešanico 
analitov je zelo odvisna od molekulske mase. Večja kot je ta, hitreje se molekule eluirajo, 
saj se težje ''zataknejo'' v pore [2]. 
Pregled izrazov v uporabi pri tekočinski kromatografiji visoke ločljivosti 
• Mobilna faza: predstavljajo jo topila, ki tečejo skozi sistem. Z mobilno fazo potujejo tudi 
analiti. 
• Stacionarna faza: je v primeru tekočinske kromatografije trdna snov. V stacionarno fazo 
se porazdelijo analiti. 
• Bazna linija: je tisti del kromatograma, ki vsebuje samo mobilno fazo (največkrat raven 
del kromatograma). 
• Višina kromatografskega vrha [h]: je opisana kot razdalja med maksimumom 
kromatografskega vrha in matematično določeno bazno linijo pod vrhom.  
• Poznamo tri širine kromatografskega vrha:  
o wb: je razdalja v časovni enoti med dvema tangentama, ki sekata navidezno 
bazno linijo v kromatografskem vrhu, 
o w0,5: je širina vrha na polovici vrha, 
o wi: označuje širino kromatografskega vrha v točki prevoja. 
• Čas retencije [tr]: je podan v minutah in pomeni čas od trenutka injiciranja vzorca do 
vrha kromatografskega vrha. Retencijski čas je najlažje izmerljiv podatek, a je hkrati 
najmanj univerzalen, saj je odvisen od pretoka mobilne faze (F) in stabilnosti pretoka.  
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• Retencijski volumen [Vr]: je tisti volumen mobilne faze, ki je potreben, da se analit 
eluira iz kolone. Podan je z enačbo kot produkt pretoka mobilne faze in retencijskega 
časa. 
𝑉𝑟 = 𝑡𝑟 × 𝐹                                                     (enačba 1) 
• Mrtvi volumen kolone [V0]: je tisti volumen prostora v koloni, namenjen mobilni fazi, 
in sovpada s t0 kot volumen, potreben za elucijo spojine, ki se ne zadrži v koloni. 
 
Slika 2: Prikaz nekaterih kromatografskih parametrov. 
• Retencijski faktor [k]: rentencijski čas je sestavljen iz dveh delov. Iz časa, ko je molekula 
v mobilni fazi in potuje skozi kolono in časa, ko je molekula vezana na stacionarni fazi. 
Razliko med celotnim retencijskim časom in časom t0 imenujemo zmanjšan retencijski 
čas 𝑉𝑅
′ . Razmerje med njim in mrtvim volumnom nam pokaže retencijski faktor – k. 
𝑘 =
𝑉𝑅−𝑉0
𝑉0
=
𝑉𝑅
′
𝑉0
=
𝑡𝑅−𝑡0
𝑡0
                                         (enačba 2) 
Retencijski faktor (tudi faktor kapacitivnosti) je zelo priročen podatek, saj je neodvisen 
od pretoka mobilne faze kot tudi od dolžine kolone. Ta podatek nam tako omogoča 
primerjavo sistemov med različnimi laboratoriji. Spojine, ki se zadržijo v koloni, imajo 
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pozitiven retencijski faktor. Spojine, ki kolono zapustijo skupaj z mrtvim volumnom 
mobilne faze, imajo retencijski faktor 0. 
• Selektivnost [α]: je sposobnost kromatografskega sistema, da razlikuje med različnimi 
analiti. Selektivnost je določena kot razmerje med retencijskima faktorjema dveh 
analitov. Če je selektivnost 1, potem dveh spojin v danem sistemu ni mogoče ločiti. 
Selektivnost je v največji meri odvisna od interakcij s površino stacionarne faze. Če 
želimo spremeniti selektivnost za določeno ločbo, to dosežemo najlažje tako, da 
zamenjamo tip stacionarne faze. Na selektivnost lahko do neke mere vplivamo tudi s 
spremembo mobilnih faz.  
𝛼 =
𝑘2
𝑘1
=
𝑡𝑅2−𝑡0
𝑡𝑅1−𝑡0
                                                (enačba 3) 
• Učinkovitost: v trenutku injiciranja analita v mobilno fazo ta zavzema neko zelo majhno 
območje. Ko to območje potuje z mobilno fazo skozi kolono, se razširi. Stopnjo širjenja 
kromatografskega vrha imenujemo učinkovitost. Za opis učinkovitosti se je najbolj 
uveljavila teorija teoretskih podov. Ta teorija domneva, da je analit v takojšnem 
ravnotežju s stacionarno fazo. Kolona je razdeljena na hipotetično število podov. Vsak 
pod je končno visok in analit na njem preživi končni čas. Manjša, kot je višina teoretskih 
podov ali večje, kot je število podov, bolj učinkovita je izmenjava analita med dvema 
fazama in s tem boljša ločitev. Tako učinkovitost merimo s številom teoretskih podov 
[N] in je podana s spodnjima enačbama: 
𝑁 = 16 (
𝑡𝑅
𝑤
)
2
 ali 𝑁 = 5,54 (
𝑡𝑟
𝑊0.5
)
2
                                 (enačba 4) 
w0.5 predstavlja širino vrha na polovici višine kromatografskega vrha. 
Resolucija [R]: je definirana kot razdalja med dvema vrhoma in širino teh dveh vrhov na bazni 
liniji. Podana je z enačbo: 
𝑅 = 2
𝑡𝑅,2−𝑡𝑅,1
𝑤2+𝑤1
                                                   (enačba 5) 
Učinkovitost je bolj odvisna od kakovosti kolone, velikosti delcev stacionarne faze in pretoka. 
Selektivnost pa je bolj odvisna od lastnosti stacionarne faze in narave analita. V primeru, da 
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želimo izboljšati resolucijo, lahko postopamo v dveh smereh. Ali izboljšamo selektivnost ali pa 
izboljšamo učinkovitost. Vrednost resolucije 2 se šteje kot zadostna resolucija za ločbo vrhov 
na bazni liniji [1] [2]. 
Retencija analitov z ionskim centrom 
Primarno ravnotežje v kromatografskem sistemu je distribucija analita med mobilno fazo in 
stacionarno fazo. Če je analit v teh dveh fazah lahko prisoten v dveh ali več oblikah, to 
ravnotežje poimenujemo sekundarno ravnotežje. Ker imajo različne oblike analita največkrat 
različno afiniteto do stacionarne faze, ima sekundarno ravnotežje velik vpliv na retencijo analita 
in simetrijo vrha. S spreminjanjem pH mobilne faze lahko ravnotežje pomaknemo v eno stran 
(neionizirano ali ionizirano). Neionizirane in ionizirane oblike analitov imajo pomembne razlike 
v tvorbi vezi do stacionarne faze in tako potujejo skozi kolono različno hitro. V normalno-
faznem kromatografskem sistemu se ionizirane spojine na stacionarni fazi zadržijo dlje, ker je 
ionizirana oblika bolj polarna od neionizirane. Na kromatogramu to opazimo kot zelo 
asimetričen kromatografski vrh (ang. tailing). Da to preprečimo, za kisle analite v mobilno fazo 
dodamo vir H+ atomov in tako premaknemo ravnotežje v smer neionizirane spojine [2]. 
𝐻𝐴 ⇔  𝐻+ + 𝐴−, 𝑧𝑎 𝑘𝑖𝑠𝑙𝑒 𝑠𝑝𝑜𝑗𝑖𝑛𝑒 
Stacionarne faze 
Ločitev mešanice analitov se zgodi na delu naprave, imenovani ''kolona''. Kolone, ki so v 
uporabi danes, so v večini primerov narejene v obliki tulca iz nerjavečega jekla, ta pa je 
napolnjen z zelo majhnimi (med 1 in 5 µm) delci poroznega materiala. Delci nam služijo kot 
osnova, ki jo z izbrano stacionarno fazo (npr. celulozni derivati) prekrijemo oz. obložimo, lahko 
pa stacionarno fazo nanje vežemo ali pa jo imobiliziramo. Tipična dolžina kolone je med 50 in 
300 mm. Začetek in konec sta zaprta s pomočjo frit, ki dovoljujeta pretok mobilne faze, ne pa 
same stacionarne faze. Kolona je glavna komponenta naprave HPLC in je edino mesto, kjer 
poteka ločba. Danes je komercialno na voljo več tisoč vrst kolon. Na grobo jih razdelimo v 4 
skupine: 
1. Tip: porozne, neporozne, monolitne. 
2. Geometrija: površina, volumen por, premer por, velikost in oblika delcev. 
3. Kemijske lastnosti površine: tip vezanih ligandov, gostota vezave. 
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4. Tip osnovnega materiala: silika, polimeri, cirkonij. 
Večina današnjih kolon vsebuje delce v premeru med 3–0 µm. Poroznost delcev omogoča 
zadostno površino, da se analit zadrži v koloni, ta naj bi bila med 100 in 400 m2/g. Med delci 
stacionarne faze mora biti tudi dovolj prostora, da je pretok skozi kolono zadovoljiv (1–3 
mL/min) ob sprejemljivih vrednostih tlaka. Recepta za izbiro popolnoma pravilne kolone ni. 
Raziskovalec se mora za tip kolone, ki bi najbolj ustrezala za določen eksperiment, odločiti na 
podlagi svojih izkušenj ali na podlagi podatkov, ki jih proizvajalci navajajo za posamezno 
kolono [1]. Pri izbiri si lahko pomagamo tudi z računalniškimi programi. Programska oprema 
lahko na podlagi tridimenzionalne strukture molekule in uporabljene stacionarne faze predvidi 
ločbo enantiomerov. Glede na tip interakcij, ki nastanejo med analitom in stacionarno fazo, nam 
poda možni vrstni red ločbe. Dokazano je bilo, da podatki, pridobljeni na tak način, dobro 
sovpadajo z rezultati, ki so bili pridobljeni eksperimentalno [4].   
Kiralne kolone 
Ločitev optično aktivnih izomerov je ena od najpomembnejših področij v farmacevtski 
industriji, pri kateri se uporablja tekočinska kromatografija visoke ločljivosti. Za kiralno ločitev 
poznamo 4 tipe kiralnih stacionarnih faz, glede na katere tudi razvrstimo kolone: 
1. Polisaharidne stacionarne faze 
Glavna razloga za preteklo in zdajšnjo uporabo polimerov, kot sta celuloza in amiloza v 
kiralni ločbi, sta bila njihova kiralna narava in lahka dostopnost. Glavni preboj so 
dosegli, ko so polisaharide adsorbirali na površino aminopropil modificirane 
makroporozne silike. Silika zagotavlja mehansko stabilnost in visoko učinkovitost, 
medtem ko adsorbirani polisharadi zagotavljajo kiralno selektivnost velikemu naboru 
enantiomernih analitov [1]. Ti tipi kolon so največkrat pripravljeni z nalaganjem 
polisharidnih derivatov na makroporozno siliko brez kemijske povezave. To pomeni, da 
pogosto uporabljenih topil, kot so kloroform, tetrahidrofuran, aceton, etil acetat ipd., ne 
smemo uporabiti, ker lahko ta topila povzročijo nabrekanje ali raztopijo polisaharidne 
derivate na silika gelu in tako povzročijo permanentne poškodbe kolone. Iz teh razlogov 
se za normalno-fazno kromatografijo uporabljajo mešanice heksana in alkoholov 
(metanol, izopropanol). Sprememba mobilne faze lahko pomembno vpliva na kiralno 
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ločbo. Ker imamo pri imobilizirani stacionarni fazi na voljo več mobilnih faz, imamo 
tako več možnosti za kiralno ločbo. Slabosti imobiliziranih stacionarnih faz v primerjavi 
z obloženimi pa je njihova slabša kiralna specifičnost [5] [6]. Na spodnji shemi je 
prikazana priprava imobilizirane stacionarne faze. Najprej se z uporabo epoksidov 
aktivira silika. Po spiranju in sušenju kolone v kolono črpamo celulozni derivat, 
raztopljen v acetonu. Počakamo, da aceton odhlapi iz kolone in jo še dodatno sušimo na 
vakuumu. Kolona je pripravljena [7]. 
 
Slika 3: Priprava imobilizirane stacionarne faze (prirejeno po 7). 
2. Priklejev tip stacionarne faze 
Ta stacionarna faza vsebuje delce, na katere je kovalentno vezan optično aktiven (R)-N-
(2-naftil)alanin. Glavno načelo kiralne ločbe tu je razlika v interakciji med dvema 
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enantiomeroma s stacionarno fazo. Drugačna prostorska razporeditev aktivnih centrov 
tega tipa stacionarne faze dovoljuje enemu enantiomeru močnejše interakcije, drugi 
enantiomer pa zaradi rahlo spremenjene geometrijske oblike ni sposoben tvoriti enakih 
ali podobnih interakcij s stacionarno fazo in se eluira hitreje. Stacionarne faze tega tipa 
so zelo specifične, tako da uspešna ločitev ene molekule ne pomeni ločitve druge 
podobne molekule.  
3. Proteinske stacionarne faze 
Struktura proteinov je kiralne narave. Med prvimi kiralnimi stacionarnimi fazami so 
uporabili albumin iz govejega seruma v imobilizirani obliki. Kasneje se je uveljavila 
stacionarna faza s kiralnim selektorjem kisli α-1-glikoprotein. Ta se je množično 
uporabljala pri separaciji enantiomerov osnovnih zdravilnih učinkovin. Ločba, ki poteka 
na tej vrsti stacionarne faze, je zelo odvisna od temperature in pH, kar je lahko v 
nekaterih primerih slabost.   
4. Molekularno vtisnjeni polimeri 
Njihova popularnost se je močno povišala na prelomu tisočletja. V principu gre za to, da 
stacionarno fazo sintetiziramo okoli molekule interesa. Ker stacionarno fazo posebej 
prilagodimo, je selektivnost za enantiomere zelo velika, razreda med 10 in 30, kar z 
drugimi kiralnimi stacionarnimi fazami ni možno doseči. Na drugi strani pa je zaradi te 
velike selektivnosti kinetični proces prenosa molekule v poro zelo počasen, kar vodi do 
ogromne asimetrije kromatografskega vrha in dolgega časa elucije. Druge slabosti so še 
zelo dolgotrajna in kompleksna priprava stacionarne faze ter morebitne nepovratne 
poškodbe dragih analiznih naprav v primeru nepravilno pripravljene stacioarne faze [2] 
[8]. 
Kiralnost molekul 
Molekulam z enako atomsko sestavo in enakim zaporedjem vezanih atomov, a drugačno 
prostorsko ureditvijo, pravimo stereoizomeri. Enantiomer je en od dveh stereoizomerov, ki je 
zrcalna slika drugemu enantiomeru. Enantiomera med sabo ni mogoče prekriti enega z drugim, 
tako kot ne moremo prekriti leve in desne dlani, ki sta med seboj enaki, vendar obratno 
orientirani. Organske molekule imajo največkrat en kiralni center (najpogosteje ogljikov atom, 
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lahko pa tudi dušik, fosfor ali žveplo), ki omogoča en par enantiomerov. Če molekula vsebuje 
več kiralnih centrov, lahko število stereoizomerov določimo po spodnji enačbi: 
š𝑡.  𝑠𝑡𝑒𝑟𝑒𝑜𝑖𝑧𝑜𝑚𝑒𝑟𝑜𝑣 =  2𝑛, 𝑘𝑗𝑒𝑟 𝑛 𝑝𝑟𝑒𝑑𝑠𝑡𝑎𝑣𝑙𝑗𝑎 š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑘𝑖𝑟𝑎𝑙𝑛𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜𝑣     (enačba 6) 
Lastnosti enantiomerov 
Enantiomera imata enake fizikalne in kemijske lastnosti, kot so tališče, pKa, topnost itd. 
Najpomembnejša razlika med njima pa je, da vsak suče ravnino polarizirane svetlobe za isti kot, 
vendar v drugo smer. Svetlobo lahko sučejo v desno (smer urinega kazalca) ali levo (nasprotna 
smer urinega kazalca). Od tu izhajata imeni desno sučne molekule ((d) ali (+)-enantiomer) in 
levo sučne molekule ((l) ali (-)-enantiomer). Racemat imenujemo zmes dveh enantiomerov v 
enakem deležu. Za racemat je značilno, da je sučnost polarizirane svetlobe 0. Med enantiomeri 
lahko pride tudi do izomerizacije. To je pojav, ko se en enantiomer pretvori v drugega (npr. S-
ibuprofen v R-ibuprofen).  
 
  Slika 4: S-ibuprofen in R-ibuprofen. 
Če imajo enantiomeri enake fizikalne in kemijske lastnosti, pa se lahko razlikujejo v 
farmakokinetičnih in farmakodinamičnih lastnostih. Na trgu je prisotnih kar nekaj zdravil, ki 
vsebujejo samo en enantiomer. To so recimo zdravila z esomeprazolom, desloratidnom, 
levocetirzinom in še številna druga [9]. Različne farmakokinetične lastnosti lahko na primer 
opazimo pri S-(+)-ibuprofenu, saj se je ta v in vitro študijah izkazal kot 160-krat bolj aktiven od 
svoje zrcalne slike R-(-)-ibuprofena [10]. Enantiomera imata lahko tudi razlike v absorbciji v 
krvni obtok, času delovanja učinka in eliminaciji iz telesa [9]. Med najbolj poznane razlike v 
farmakoloških učinkih izomerov najverjetneje spada talidomid. Znanstveniki so šele po umiku 
taliodmida s trga odkrili, da ima neželen teratogen učinek samo S-talidomid [11]. 
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Slika 5: Prikaz različne vezave dveh enantiomerov na vezavno mesto učinkovine. Prirejeno po 
[12]. 
Enantiomerno čisti vzorci so vzorci, ki znotraj meje detekcije vsebujejo samo en enantiomer 
[12]. V Evropski farmakopeji je na primer za zdravilno učinkovino naproksen navedeno, da 
lahko (2S)-2-(6-metoksinaftalen-2-il)propanojska kislina vsebuje največ 2,5 % R enantiomera. 
Natančno je opisan postopek določevanja enantiomerne čistosti s tekočinsko kromatografijo. 
Predpisani so kolona, mobilne faze, pretok, temperatura, detekcija in drugi parametri ter kakšna 
so lahko odstopanja [13]. Vse to je potrebno, ker R-naproksen ne inhibira enicma 
ciklooksigenaze in tako nima farmakološkega učinka, hkrati pa je toksičen za jetra [14].  
Če ima en enantiomer večji farmakološki učinek kot drugi, mu pravimo eutomer, drugemu pa 
distomer [15]. Razmerje aktivnosti eutomera in distomera imenujemo eudizmično razmerje. 
Podano je kot IC50EUT/IC50DIST [16]. 
Zaradi vseh omenjenih težav in slabosti zmesi izomerov in prednosti čistih enantiomernih spojin 
se farmacevtska industrija vse bolj usmerja v proizvodnjo zdravil samo enega enantiomera. Po 
podatkih iz leta 2004 je bilo na trgu že 56 % zdravilnih učinkovin v obliki enega enantiomera, 
leta 2010 pa že 70 % [12] [17]. Zaradi težnje po potrebi čistih spojin se je posledično tudi 
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povečala potreba po novih sinteznih in analiznih metodah ter postopkih za ugotavljanje čistosti 
sinteze in končnih produktov. Razvijale so se de novo sintezne poti in metode s kiralnim 
preklopom spojin. Med analiznimi metodami pa so se največ razvijale metode kiralne 
tekočinske kromatografije [17] [18]. 
Enantiomerni presežek 
Enantiomerni presežek (angl. Enantiomeric excess ali ee) je merilo čistosti kiralnih spojin. 
Prikaže nam, koliko je določenega enantiomera več kot drugega. Tako ima racemna zmes 
enantiomerni presežek 0 %, čisti enantiomer pa ima ee = 100 %. Enantiomerni presežek je 
definiran kot absolutna razlika med dvema deležema enantiomera [19]. 
% 𝑒𝑒 =  
|𝑅−𝑆|
𝑅+𝑆
× 100 %                                                    enačba 7 
Izraz optična čistost lahko uporabimo za primerjavo sučnosti polarizirane svetlobe med danim 
vzorcem in čistim enantiomerom. Če dani vzorec suče polarizirano svetlobo za pol manj, kot je 
pričakovano, je njegova optična čistost 50 %.  
Optično čistost izračunamo po enačbi: 
𝑜𝑝 =  
𝑜𝑝𝑡𝑖č𝑛𝑎 𝑠𝑢č𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎
𝑜𝑝𝑡𝑖č𝑛𝑎 𝑠𝑢č𝑛𝑜𝑠𝑡 č𝑖𝑠𝑡𝑒𝑔𝑎 𝑒𝑛𝑎𝑛𝑡𝑖𝑜𝑚𝑒𝑟𝑎
 × 100 %                       enačba 8 
Iz obeh enačb največkrat (obstajajo izjeme) dobimo isto vrednost, ki pa predstavlja dve različni 
stvari. Ker se je v preteklosti optična čistost uporabljala kot pojem za določanje enantiomernega 
presežka, je to vodilo v uporabo izrazov v napačnem pomenu. Danes lahko z metodami kiralne 
kromatografije izmerimo količino posameznega enatiomera (s tem tudi enantiomerni presežek) 
in tako ne potrebujemo več metod za določanje optične čistosti [20].  
Genski zapis in njegova vloga 
Temeljno biokemijsko načelo, skupno vsem celičnim organizmom, je uporaba DNA za hrambo 
genskega materiala. Da je DNA ključna za genski material, so odkrili že v 40. letih 20. st. DNA 
si lahko zamislimo v obliki ''linearnega polimera'', sestavljenega iz do 4 različnih monomerov. 
DNA je sestavljena iz dveh verig, ki tečeta v nasprotnih smereh in tvorita dvojno vijačnico. 
Evkariontska DNA, na primer pri ljudeh in primatih, ima približno 6 milijard baznih parov. 
Tako je v iztegnjenem (linearnem) stanju dolga približno 2 metra. Največkrat je veriga DNA 
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prikazana kot neka dolga palica z dvema koncema, vendar je kromosomska DNA številnih orga-
nizmov zaprta krožna molekula. Da bi v celici DNA zavzemala čim manj prostora, se lahko ta 
tudi še dodatno zvije. Čeprav je dodatno zvita molekula DNA manj stabilna od sproščene oblike, 
lahko njen obstoj potrdimo preko izolacije in opisa beljakovin, ki pretvarjajo DNA med obli-
kama. To so encimi topoizomeraze. Ko organizem raste, se celice delijo. Da bi v vsaki celici 
ostal genski zapis, se mora pred delitvijo podvojiti tudi DNA. Ker pa se v dodatno zviti obliki 
DNA ne more podvajati, jo pomaga odviti encim DNA giraza [21]. 
 
Slika 6: Prikaz dvojne verige z monomeri (levo), sproščena krožna DNA (zgoraj), dodatno 
zvita DNA (spodaj desno). 
Girazni ihnibitorji 
DNA topoizomeraze so encimi, ki spreminjajo topologijo DNA. Pretvarjajo lahko sproščeno 
obliko DNA v dodatno zvito in obratno. Igrajo glavno vlogo pri nadziranju fiziološke funkcije 
genoma, procesa podvajanja DNA in drugih procesov, ki vključuje DNA med podvajanjem. 
Eden izmed podrazredov razreda topoizomeraz so topoizomeraze tipa II, v katerem najdemo 
encim DNA girazo. Ta encim je odvisen od ATP in ga najdemo v številnih bakterijah. Ker ga v 
sesalskih organizmih ni, je encim zelo primerna tarča za razvoj antibakterijskih zdravilnih učin-
kovin s selektivno toksičnostjo. Sestavljen je iz dveh podenot, in sicer giraza A in giraza B. 
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Vloga podenote A je razrez odvijanje in ponovno združenje dvoverižne DNA, druga podenota 
B pa poseduje ATP-aktivnost, da zagotavlja zadostno energijo za zvijanje DNA.  
DNA giraza je zelo zaželena tarča. Sintetiziranih je bilo že veliko inhibitorjev na osnovi kino-
lonov in aminokumarinov. Trenutno so 6-fluorokinoloni edine zdravilne učinkovine v klinični 
uporabi. Ti preprečujejo proces ponovnega združenja dvojne verige DNA, medtem ko amino-
kumarini in ciklotialidini preprečujejo ATP-aktivnost. Ob inhibiciji DNA giraze se DNA ne 
more odviti in tako pripraviti na podvajanje. Bakterija se ne more deliti in sčasoma umre. Kljub 
uspešnosti omenjenih zdravilnih učinkovin so se pojavili številni bakterijski sevi, ki so razvili 
odpornost na te učinkovine [22].  
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NAMEN DELA 
 
Namen magistrske naloge je razviti kiralne metode tekočinske kromatografije za ločitev spojin 
giraznih inhibitorjev, sintetiziranih na Fakulteti za farmacijo.  
V sklopu prvega dela bomo s pomočjo tekočinske kromatografije visoke ločljivosti poskušali 
razviti metode, ki nam bodo omogočale hitro in zanesljivo ločbo enantiomerov iz racemne 
zmesi, hkrati pa bomo preverjali čistost sintetiziranih novih učinkovin. Za izvedbo 
eksperimentalnega dela bomo uporabili normalno-fazni kromatografski sistem s kiralno kolono. 
Pri iskanju novih metod bomo s spreminjanjem parametrov sistema, kot sta delež mobilnih faz 
in sestava mobilne faze, poskušali priti do uspešne ločbe.   
V drugem delu bomo poskušali za izbrane spojine, za katere nam je uspelo razviti uspešno 
kiralno metodo, dokazati tudi enantiomerno čistost. Za posamezne enantiomere bomo določili 
mejo detekcije v sistemu in tako dodatno izpopolnili metodo, ki se bo naprej lahko uporabljala 
v analizne in preparativne namene.    
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MATERIALI IN METODE 
 
Kromatografski sistem: 
− Agilent Technologies®: 
- Agilent serije 1100, 
- pripadajoča programska oprema Agilent ChemStation. 
− Kiralna kolona Kromasil Chiral CelluCoat 4.6 × 150 mm 3 µm. Stacionarna faza oblo-
žena silika s tris-(3,5-dimetilfenil)karbamil celulozo. Kolono smo izbrali na podlagi 
njene robustnosti, možnosti večjih pretokov in visoke selektivnosti. Ker kolona ni spe-
cifična, je tako primerna za začetne poskuse ločbe. Omenjena kolona ima tudi različico 
za uporabo v reverznofaznem sistemu, kjer bi lahko ločili spojine, ki so preveč lipofilne 
za normalno-fazni sistem [23].  
 
Topila: 
Pri izvedbi eksperimentalnega dela smo uporabili različna topila. Vsa topila, ki smo jih upora-
bili, so bila primerne čistosti za uporabo v kromatografiji. Za začetno pripravo sistema smo 
uporabili tudi deionizirano vodo pridobljeno iz sistema MiliQ. 
 
Ostalo:  
− precizna tehtnica Mettler Toledo® AT261, DeltaRange za zatehte vzorcev, 
− steklene (temne in prozorne) viale za pripravo vzorcev, 
− injekcijske brizge (Braun Injekt F 1 mL) z dodanimi 0,20 µm filtri (Chromafil® Xtra 
RC-20/13) za filtriranje vzorcev, 
− ultrazvočna kadička Sonis 4 (Iskra Pio), za pomoč pri raztapljanju delcev, 
− bučke, pipete, čaše, stojala in ostali laboratorijski pribor, potreben za pripravo vzorcev.  
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EKSPERIMENTALNI DEL 
 
I. Ločevanje enantiomerov MDN-32 (1) in DBT-121 (2) 
Ločbo smo začeli z normalno-faznim sistemom na koloni Kromasil Chiral CelluCoat. Za 
mobilno fazo smo izbrali heksan v večinskem deležu in dodatkom izopropanola in metanola. 
Namen je bila ločba optičnih izomerov molekule MDN-32 (slika 7) in DBT-121 (slika 8). 
 
Slika 7:Spojina 1 
 
Slika 8: Spojina 2 
Spojini 1 in 2 
Kolona Kromasil Chiral CelluCoat 4.6 ×150 mm, 3 µm 
Temperatura kolone sobna temperatura 
Tip kromatografije normalno-fazna 
Volumen injiciranja 20 µL 
Valovna dolžina 280 nm 
Pretok 1 mL/min 
Mobilna faza A: heksan  
B: izopropanol  
C: metanol 
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Priprava vzorca: 
Vsako od spojin smo najprej raztopili v izopropanolu, tako da smo dobili koncentracijo 1 
mg/mL. 1,12 mg spojine 1 smo raztopili v 1,12 mL izopropanola. Isti postopek smo ponovili za 
spojino 2. Vzorec smo redčili 20-krat (odpipetirali smo 50 µL pripravljene raztopine ene spojine 
in 50 µL druge spojine ter dodali 900 µL heksana). Dobili smo vzorec s koncentracijo 
posamezne spojine 0,05 mg/mL. Tako pripravljen vzorec smo injicirali v sistem. 
1. Za mobilno fazo smo za prvo injiciranje izbrali heksan : izopropanol v razmerjih 90 : 
10. Ločba se nam je nakazala, a sta se vrhova prekrivala.  
 
Slika 9: Spojini 1 in 2, MF heksan:iPr-OH 90:10, c = 0,05 mg/mL, površina kromatografskega 
vrha 1: 247 mAU*s 2: 387 mAU*s, ločba neuspešna. 
2. V nadaljevanju smo poskušali priti do ločbe s spreminjanjem deleža mobilnih faz. S tem 
ko smo zmanjšali delež izopropanola (8 %), se nam je čas retencije podaljševal, a do 
ločbe še vedno ni prišlo. Pri povečevanju deleža izopropanola (do 15 %) je bil retencijski 
čas premajhen, da bi se vrhova ločila. 
3. Ker nam s spreminjanjem deleža izopropanola ni uspelo priti do ločbe, smo uvedli tretjo 
mobilno fazo – metanol. Isti vzorec smo injicirali v opisani sistem. Tokrat z mobilno 
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fazo heksan 88 %, izopropanol 6 % in metanol 6 %. Spojini sta se uspešno ločili. Oba 
vrhova sta razvidna, vendar se bazi vrhov dotikata. 
 
Slika 10: Spojini 1 in 2, MF heksan:MeOH:iPr-OH 88:6:6, c = 0,05 mg/mL, površini 
kromatografskega vrha 1: 207 mAU*s 2: 169 mAU*s, faktor simetrije 1: 0,75 2: 0,76, resolucija 
4,127. 
4. Zaradi zelo kratkega časa retencije (tretja točka) smo poskušali čas retencije podaljšati, 
z namenom, da se vrhova na bazni liniji ne bi dotikala. Čas retencije smo podaljšali tako, 
da smo povečali delež nepolarne mobilne faze. Pripravili smo sistem s heksanom 92 %, 
izopropanolom 4 % in metanolom 4 %. Ločba je bila uspešna. Retencijski čas je kratek 
z dobro resolucijo. 
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Slika 11: Spojini 1 in 2, MF heksan:iPr-OH:MeOH 92:4:4, c = 0,05 mg/mL, površina 
kromatografskih vrhov 1: 186 mAU*s 2: 162 mAU*s, faktor simetrije 1: 0,764 2: 0,854 Rs = 
5,57. Ločba uspešna. 
II. Ločevanje MDN-34 (3) in DBT-125 (4) 
 
 
Slika 12: Spojina 3. 
 
Slika 13: Spojina 4. 
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Spojini 3 in 4 
Kolona Kromasil Chiral CelluCoat 4.6 ×150 mm 3 µm 
Temperatura kolone sobna temperatura 
Tip kromatografije normalno-fazna 
Volumen injiciranja 20 µL 
Valovna dolžina 280 nm 
Pretok 1 mL/min 
Mobilna faza A: heksan  
B: izopropanol (1 % mravljična kislina) 
C: metanol 
Priprava vzorca: 
Spojini smo raztopili v izopropanolu, ki je vseboval mravljično kislino. Pripravili smo raztopini 
s koncentracijo 1 mg/mL. Vzorec smo ponovno redčili 20-krat, odpipetirali smo 50 µL vsake 
spojine in dodali 900 µL heksana (redčenje posamezne spojine 50/1000). Vzorec s koncentracijo 
0,05 mg/mL smo injicirali v sistem. 
Da bi spojini ostali v neioniziranem stanju (zmanjšanje vpliva sekundarnega ravnotežja), smo 
topilu za pripravo vzorca in mobilni fazi dodali vir H+ v obliki mravljične kisline (HCOOH). 
Pripravili smo mobilno fazo izopropanol z 1 % mravljično kislino. V 500 mL merilno bučko 
smo odpipetirali 5 mL mravljične kisline in dopolnili do oznake z izopropanolom. Pripravljeno 
raztopino smo uporabili za pripravo vzorcev in kot mobilno fazo.  
1. Za prvi poskus smo si za ločbo vzorca izbrali mobilno fazo 5 % izopropanola (1 % 
mravljične kisline), 5 % metanola in heksan 90 %. Ločba ni bila uspešna. Na 
kromatogramu lahko vidimo, da se nakazujeta dva vrha. 
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Slika 14: Spojini 3 in 4, MF heksan:MeOH:iPr-OH(+mravljična) 90:5:5, c = 0,05 mg/mL,  
površina kromatografskega vrha 702 mAU*s. 
2. V nadaljevanju smo poskušali z zmanjšanjem polarnega dela mobilne faze podaljšati 
retencijski čas. Pripravili smo 4 % MeOH, 4 % izopropanol (1 % mravljična) in 92 % 
heksan.  
 
Slika 15: Spojini 3 in 4, MF heksan:MeOH:iPr-OH(+mravljična) 92:4:4, c = 0,05 mg/mL. 
Ločba neuspešna. 
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3. Ko smo spremenili MF v 92:6:2 heksan:izopropanol:metanol, je prišlo še do najboljše ločbe. 
Obe spojini imata veliko asimetrijo kromatografskega vrha, do te mere, da se prekrivata. Ločba 
je bila neuspešna. V tem poskusu smo s spreminjanjem razmerja med izopropanolom in 
metanolom skrajšali čas elucije iz ~16 minut na ~10 minut in kljub temu ohranili resolucijo.  
  
 
 
 
 
 
 
 
Slika 16: Spojini 3 in 4, MF heksan:MeOh:iPr-OH(1 % mravljična) 92:6:2, ločba neuspešna. 
III. Ločevanje spojin KSK-15 (5) in KSK-71 (6) 
 
 
Slika 17: Spojina 5. 
 
 
Slika 18: Spojina 6. 
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Spojini 5 in 6 
Kolona Kromasil Chiral CelluCoat 4.6 × 150 mm 3 µm 
Temperatura kolone sobna temperatura 
Tip kromatografije normalno-fazna 
Volumen injiciranja 20 µL 
Valovna dolžina 280 nm 
Pretok 1 mL/min 
Mobilna faza A: heksan  
B: izopropanol (1 % mravljična kislina) 
C: metanol 
Priprava vzorca: 
Spojini smo raztopili v izopropanolu z 1 % mravljično kislino in dobili raztopini s koncentracijo 
1 mg/mL. Vzorec smo redčili 20-krat.  Koncentracija vsake posamezne spojine v vzorcu je bila 
0,05 mg/mL 
1. V prvih poskusih smo s postopnim spreminjanjem deleža polarnih mobilnih faz 
poskušali priti do ločbe. Tako smo pripravili sistem z mobilno fazo 8,5:8,5:82 iPr-OH(1 
% mravljična):MeOH:heksan. Ločba je neuspešna. Razvidni so trije vrhovi.  
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Slika 19: Spojini 5 in 6 MF heksan:MeOH:iPr-OH(1 % mravljična) 82:9:9 c = 0,05 mg/mL, 
površina kromatografskega vrha 1: 761 mAU*s 2: 118 mAU*s. Ločba neuspešna. 
2. V nadaljevanju smo za mobilno fazo izbrali sestavo 5 % izopropanol (1 % mravljična 
kislina), 5 % metanol in 90 % heksan z namenom, da bi podaljšali čas retencije in tako 
prišli do boljše ločbe. Vrhovi, ki jih dobimo, so razpotegnjeni. Ločba je delno uspešna. 
Zadnja dva vrhova se na bazni liniji še dotikata, a sta jasno razvidna. Skupno so razvidni 
trije vrhovi. Zadnja dva bi lahko bila naša izomera. Možno je tudi, da sta oba izomera v 
najvišjem vrhu in je tretji (zadnji) vrh nečistota. Prvi vrh je najverjetneje nečistota, ki je 
ostala od sinteznega postopka.   
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Slika 20: Spojini 5 in 6 MF heksan:MeOH:iPr-OH(1 % mravljična) 90:5:5 c = 0,05mg/mL, 
površina kroamtografskega vrha 1: 787 mAU*s 2: 117 mAU*s, faktor simetrije 1: 0,691 2: 
0,940 Rs = 3,840. 
3. V nadaljevanju smo poskušali spremeniti razmerje polarnih faz. Pripravili smo mobilno 
fazo 5 % izopropanol (1 % mravljična), 15 % metanol in 80 % heksan. Čas elucije je v 
tem poskusu zelo kratek. Vrhovi so razvidni. Ločba ni uspešna. Ker je bila v vzorcu 
enaka koncentracija obeh spojin, bi morali v primeru delne ločbe dobiti vsaj približno 
enaka vrhova. Iz tega sklepamo, da je manjši zadnji vrh najverjetneje nečistota, ki je 
ostala od sinteze. Oba enantiomera se eluirata ob istem času.  
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Slika 21: Spojini 5 in 6 MF heksan:MeOH:iPr-OH(1 % mravljična) 80:15:5, c = 0,05 mg/mL, 
Površina kromatografskega vrha 1: 746 mAU*s 2: 140 mAU*s. 
IV. Ločevanje NFF-21 (7) in NFF-36 (8) 
 
Slika 22: Spojina 7. 
 
Slika 23: Spojina 8. 
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Priprava vzorcev: 
Natehti spojin smo raztopili v izopropanolu, da smo dobili raztopine s c = 1 mg/mL. Odpipetirali 
smo po 50 µL vsakega enantiomera v 900 µL heksana. Dobili smo vzorce s koncentracijo 
spojine 0,05 mg/mL 
Spojini 7 in 8 
Kolona Kromasil Chiral CelluCoat 4.6 × 150 mm 3 µm 
Temperatura kolone sobna temperatura 
Tip kromatografije normalno-fazna 
Volumen injiciranja 20 µL 
Valovna dolžina 280 nm 
Pretok 1 mL/min 
Mobilna faza A: heksan  
B: izopropanol 
C: metanol 
 
1. Izbrali smo mobilno fazo s sestavo 10 % MeOH, 10 % iPr-OH, 80 % heksan. Iz elucije 
pri 6. minuti sta jasno razvidna dva vrhova. Vrhova se v spodnjem delu prekrivata. 
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Slika 24: Spojini 7 in 8, MF heksan:MeOH:iPr-OH 80:10:10 c = 0,05 mg/mL, površina 
kromatografskega vrha 1: 864 mAU*s 2: 927 mAU*s, faktor simetrije 1: 0,725 2: 0,770, Rs = 
2,88. 
2. V nadaljevanju poskusa smo poskušali podaljšati čas elucije, da bi se nam vrhova ločila 
na bazni liniji. Pripravili smo novo mobilno fazo s sestavo 5:5:90 MeOH:iPr-OH:heksan. 
Ekvilibrirali smo sistem in ponovno injicirali vzorec. Ločba je uspešna. Ker se 
kromatografska vrhova ne bazni liniji ne dotikata in imamo velik resolucijski faktor, 
lahko čas elucije še malenkost skrajšamo. 
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Slika 25: Spojini 7 in 8, MF heksan:MeOH:iPr-OH 90:5:5, c = 0,05 mg/mL, površina 
kromatografskih vrhov 1: 1004 mAU*s 2: 968 mAU*s, faktor simetrije 1: 0,811 2: 0,848, Rs = 
5,659. 
3. V seriji poskusov smo do najboljše ločbe prišli v z mobilno fazo 5,5:5,5:89 MeOH:iPr-
OH:heksan. Čas elucije se je skrajšal. Resolucija je bila po pričakovanjih slabša kot pri 
prejšnjem poskusu. Iz odziva na kromatogramu vidimo, da sta enantiomera zastopana v 
razmerju 50 : 50.  
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Slika 26: 7 in 8, MF heksan:MeOH:iPr-OH 89:5,5:5,5, c = 0,05 mg/mL, površina 
kromatografskega vrha 1: 921 mAU*s 2: 933 mAU*s, faktor simetrije 1: 0,742 2: 0,802 Rs = 
5,060. Ločba uspešna. 
V. Ločevanje spojine TEL-08 (9) 
 
 
Slika 27: Spojina 9. 
Spojina 9 ima dva kiralna C-atoma. V primeru dveh kiralnih centrov imamo lahko 4 enantiomere 
(enačba 6). S stereo selektivno sintezo lahko sintetiziramo točno določen stereoizomer. V 
primeru, da je bila sinteza stereo selektivna, na kromatogramu pričakujemo 1 vrh. Lahko se 
zgodi, da sinteza ni bila popolnoma stereo selektivna. V takem primeru na kromatogramu lahko 
pričakujemo več vrhov ob morebitni ločbi le-teh. Lahko se tudi zgodi, da se različni vrhovi 
stereoizomerov eluirajo skupaj in še vedno dobimo samo 1 vrh.  
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Priprava vzorca: 
Natehtali smo 1,32 mg spojine 9. Pripravili smo raztopino vzorca z izopropanolom s 
koncentracijo 1 mg/mL. Odpipetirali smo 50 µL in dodali 950 µL heksana (redčimo 20-krat). 
Tako pripravljeni vzorec smo injicirali v sistem.  
Spojina 9 
Kolona Kromasil Chiral CelluCoat 4.6 × 150 mm 3 µm 
Temperatura kolone sobna temperatura 
Tip kromatografije normalno-fazna 
Volumen injiciranja 20 µL 
Valovna dolžina 280 nm 
Pretok 1 mL/min 
Mobilna faza A: heksan  
B: izopropanol 
C: metanol 
 
1. Pripravili smo poskusno mobilno fazo s sestavo 10 % iPr-OH, 10 % MeOH in 80 % 
heksan. Umerili smo sistem na novo mobilno fazo in injicirali prej pripravljen vzorec. 
Zaradi dveh stereoizomernih C-atomov lahko pričakujemo 4 odzive na kromatogramu, 
če bo do ločbe prišlo. Po končani eluciji je na kromatogramu vidnih 5 vrhov. Med njimi 
so 3 ločeni, 2 pa se deloma prekrivata. Ločba je neuspešna. 
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Slika 28: Spojina 9, MF heksan:MeOH:iPr-OH 80:10:10, c = 0,05 mg/mL. Ločba neuspešna. 
2. V nadaljevanju smo poskušali s spreminjanjem deležev izopropanola in metanola izboljšati 
ločbo. Pripravili smo mobilno fazo 12:8:80 iPr-OH:MeOH:heksan. Ločba je neuspešna. 
Najverjetneje sta zadnja dva vrhova en par enantiomerov. Srednja dva bi lahko bila drugi par. 
V vzorcu je prvi vrh najverjetneje nečistota, ki je ostala od sinteze spojine.  
 
Slika 29: Spojina 9, MF heksan:MeOH:iPr-OH 80:8:12, c = 0,05 mg/mL. Ločba neuspešna. 
Vzorec vsebuje več stereoizomerov in nečistot. 
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VI. Ločevanje spojine JI-11 (10) 
 
 
Slika 30: Spojina 10. 
Spojina 10 
Kolona Kromasil Chiral CelluCoat 4.6 × 150 mm 3 µm 
Temperatura kolone sobna temperatura 
Tip kromatografije normalno-fazna 
Volumen injiciranja 20 µL 
Valovna dolžina 368 nm 
Pretok 1 mL/min 
Mobilna faza A: heksan  
B: izopropanol 
C: metanol 
Priprava vzorca: 
Zaradi velike lipofilnosti spojine smo zatehto 0,80 mg raztopili v trikratni količini izopropanola. 
Da se je spojina popolnoma raztopila, smo si pomagali z ultrazvočno kadičko. Dobili smo 
koncentracijo spojine 0,33 mg/mL. 50 µL pripravljene raztopine smo razredčili v 950 µL 
heksana. Dobili smo vzorec za injiciranje s koncentracijo c = 0,0167 mg/mL. 
1. Iz previdnosti smo za prvi poskus izbrali velik delež polarnih mobilnih faz. Pripravili smo 
sistem s 15 % iPr-OH, 15 % MeOH in 70 % heksanom. Ločba ni bila uspešna.  
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Slika 31: Spojina 10, MF heksan:MeOH:iPr-OH 70:15:15, c = 0,0167 mg/mL, površina 
kromatografskega vrha 1: 16 mAU*s 2: 17 mAU*s, faktor simetrije 1: 0,746 2: 0,737; Rs = 
2,044. 
2. Da bi povečali resolucijo, smo poskušali povečati retencijski čas. Pripravili smo manjši delež 
polarne faze. V sistem z 8,5 % izopropanolom, 8,5 % metanolom in 83 % heksanom smo 
injicirali vzorce. Ločba je uspešna.   
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Slika 32: Spojina 10, MF heksan:MeOH:iPr-OH 83:8,5:8,5, c = 0,0167 mg/mL površina 
kromatografskega vrha 1: 15 mAU*s 2: 15 mAU*s, faktor simetrije 1: 0,860 2: 0,818; Rs = 
3,589. 
VII. Ločevanje spojine DJI-97 (11) 
 
 
Slika 33: Spojina 11. 
Spojina 11 
Kolona Kromasil Chiral CelluCoat 4.6 x 150 mm 3 µm 
Temperatura kolone sobna temperatura 
Tip kromatografije normalno-fazna 
Volumen injiciranja 20 µL 
Valovna dolžina 368 nm 
Pretok 1 mL/min 
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Mobilna faza A: heksan  
B: izopropanol 
C: metanol 
 
Zatehto 1,2 mg smo raztopili v 2,4 mL izopropanola. Da smo vzorec popolno raztopili, smo si 
pomagali z ultrazvočno kadičko. Odpipetirali smo 50 µL in dodali 950 µL heksana. Končna 
koncentracija spojine v vzorcu je 0,025 mg/mL. 
1. Za prvi poskus smo izbrali zelo polarno mobilno fazo, s sestavo 20 % iPr-OH, 20 % MeOH 
in 60 % heksan. Vzorec smo injicirali v tako pripravljen sistem. Zaradi velikega deleža polarnih 
topil se je vzorec eluiral zelo hitro. Ločba je uspešna. V nadaljevanju smo poskušali podaljšati 
čas elucije in izboljšati resolucijo.  
 
Slika 34: Spojina 11, MF heksan:MeOH:iPr-OH 60:20:20, c = 0,025 mg/mL, površina 
kromatografskega vrha 1: 16 mAU*s 2: 17 mAU*s, 1: 0,704 2: 0,712, Rs = 6,035. 
 
2. Za podaljšanje elucijskega časa smo zmanjšali delež polarnih topil v mobilni fazi na 12 % 
iPr-OH, 12 % MeOH in 76 % heksan. Ločba je uspešna. Resolucija je izboljšana.  
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Slika 35: spojina 11, MF heksan:MeOH:iPr-OH 76:12:12; c = 0,025 mg/mL, površina 
kromatografskega vrha 1: 24 mAU*s 2: 25 mAU*s, 1: 0,754 2: 0,776, Rs = 8,523. 
Določanje enantiomerne čistosti 
 
V nadaljevanju smo poskušali določiti, kolikšno koncentracijo posameznega enantiomera v 
vzorcu še lahko določimo.  
Izbrali smo si par spojin, ki smo jih v poskusih uspešno ločili na enantiomera. Za poskus smo 
potrebovali tudi optično čista enantiomera, da smo lahko pripravili ustrezne koncentracije spo-
jin. Naslednje pogoje smo lahko dosegli z izbiro para spojin 1 in 2. 
Priprava vzorca 
Najprej smo pripravili vzorec vsake spojine tako, da smo začetno koncentracijo 5-krat redčili 
(100 µL v 400 µL heksana). Nato smo iz viale s spojino 1 odpipetirali 5 µL. Z drugo pipeto smo 
hkrati odpipetirali 5 µL iz viale s spojino 2. Odpipetirano smo dodali v drugo vialo (1 v 2 in 
obratno). Dobili smo dva vzorca z razmerjem 1 : 99 in 99 : 1.  
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Slika 36: Spojini 1 in 2 1 : 99, MF heksan:MeOH:iPr-OH 92:4:4. Viden je manjši 
kromatografski vrh za glavnim vrhom. 
1. 1 : 2 = 1 : 99 
Vsi nadaljnji poskusi so bili opravljeni v spodaj opisanem sistemu: 
Spojini 1 : 2 = 1 : 99 
Kolona Kromasil Chiral CelluCoat 4.6 × 150 mm 3 µm 
Temperatura kolone sobna temperatura 
Tip kromatografije normalno-fazna 
Volumen injiciranja 20 µL 
Valovna dolžina 280 nm 
Pretok 1 mL/min 
Mobilna faza A: heksan  
B: izopropanol  
C: metanol 
 
Ko smo stabilizirali sistem na mobilno fazo heksan:MeOH:iPr-OH 92:4:4, smo vzorec injicirali. 
Dobili smo naslednji kromatogram.  
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Slika 37: Povečan del zgornjega kromatograma (zgoraj) in povečan del kromatograma s 
kontrolnim vzorcem spodaj. 
Na kromatogramu opazimo en velik vrh. Iz prejšnjih poskusov vemo, da se spojina 1 pri istih 
pogojih v kromatografskem sistemu eluira kasneje kot spojina 2. Torej prvi večji vrh predstavlja 
99 % delež spojine 2. Desno od glavnega vrha na povečani sliki lahko opazimo manjši kroma-
tografski vrh. Če primerjamo čase elucije s kromatogramom ločbe na strani 21, vidimo, da se 
drugi vrh pri enakih pogojih eluira čez približno 1,5 minute. Prvi vrh se nam je eluiral ob tr = 
9,80 min. Če k temu dodamo še 1,5 minute, dobimo tr drugega vrha ~ 11,3 minute. Na spodnjem, 
kontrolnem vzorcu je bazna linija ravna, kar potrjuje odsotnost drugega enantiomera. S posku-
som smo dokazali, da lahko v primeru, da vzorec vsebuje 1 % drugega enantiomera, tega s 
pomočjo te metode tudi potrdimo. 
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2. 1 : 2 = 99 : 1 
 
V nadaljevanju smo poskušali dokazati nasprotno možnost. Torej da imamo v vzorcu obratno 
razmerje. Pripravili smo vzorce ustreznih koncentracij in jih injicirali v sistem z mobilno fazo 
heksan:MeOH:iPr-OH 92:4:4.  
Spojini 1 : 2 = 99 : 1 
Kolona Kromasil Chiral CelluCoat 4.6 × 150 mm 3 µm 
Temperatura kolone sobna temperatura 
Tip kromatografije normalno-fazna 
Volumen injiciranja 20 µL 
Valovna dolžina 280 nm 
Pretok 1 mL/min 
Mobilna faza A: heksan  
B: izopropanol  
C: metanol 
 
Slika 38: Spojini 1 in 2 v razmerju 1 : 99, MF heksan:MeOH:iPr-OH 92:4:4, viden manjši 
kromatografski vrh pred glavnim vrhom. 
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Slika 39: Povečan del zgornjega kromatograma (zgoraj) in povečan del kromatograma 
kontrolnega vzorca (spodaj). 
Iz naslednjih kromatogramov je razvidno, da imamo en izstopajoč vrh, ki predstavlja spojino 1. 
Pred glavnim vrhom lahko v povečanem delu kromatograma opazimo manjši kromatografski 
vrh. Glede na to, da je bazna linija zelo ravna in ne vsebuje večjih šumov, lahko trdimo, da 
kromatografski vrh predstavlja 1 % delež spojine 2 v vzorcu. Dodatno to potrdimo še s kontrol-
nim poskusom, kjer enantiomera v manjšem deležu nismo dodali in je bazna linija popolnoma 
ravna pred glavnim vrhom. V primerjavi s prejšnjim poskusom, kjer je bilo razmerje spojin 1 in 
2 obratno, je tu kromatografski vrh spojine v manjšem deležu slabše viden. Spojina 1 se je elu-
irala pri tr = 10,53 min. Spojina 2 bi se nam morala eluirati približno 1,5 minute prej. Iz grafa 
ocenimo, da se je eluirala ob času tr = 9,40 min. S poskusom smo dokazali, da lahko v vzorcu 
zaznamo prisotnost drugega enantiomera, če ga je v vzorcu vsaj 1 %. 
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3. 1 : 2 = 0,5 : 99,5 
 
V nadaljevanju smo poskušali dokazati še manjšo koncentracijo drugega enantiomera.  
Priprava vzorca 
Vzorec pripravimo po istem postopku kot prej. Najprej smo začetno koncentracijo redčili 5× 
(100 µL v 400 µL heksana). Iz vsake viale smo nato hkrati z dvema pipetama odpipetirali 2,5 
µL in dodali v drugo vialo z drugo spojino (1 v 2 in obratno). V vsaki viali smo dobili razmerje 
99,5 : 0,5.  
V kromatografski sistem, ki smo ga ekvilibrirali na mobilno fazo za ločbo, smo injicirali vzorce. 
Vsak vzorec smo injicirali enkrat. Dobili smo naslednje kromatograme.    
 
Slika 40: Spojini 1 in 2 v razmerju 0,5 : 99,5. MF heksan:MeOH:iPr-OH 92:4:4. 
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Vsem trem kromatogramom je značilno, da imajo po en glavni vrh. Vrh predstavlja spojino 2 z 
99,5 % deležem v vzorcu. Na vsakem od treh kromatogramov (še najbolje na srednjem kroma-
togramu) lahko na desni strani od glavnega vrha komaj še opazimo manjši zelo plosk vrh. Na 
žalost tu deleža drugega enantiomera ne moremo več ustrezno detektirati. Prikazali smo, da 
lahko detektiramo 1 % drugega enantiomera, ne moremo pa več prikazati enantiomera v 0,5 % 
deležu.  
4. 1 : 2 = 99,5 : 0,5 
 
Poskus smo nadaljevali s tem, da smo razmerje obrnili. Pripravili smo 3 vzorce z razmerjem 
enantiomerov 1 : 2 = 99,5 : 0,5. V ekvilibriran sistem za ločbo smo vsak vzorec injicirali enkrat. 
Dobili smo naslednje tri kromatograme. 
 
Slika 41: Spojini 1 in 2 v razmerju 99,5 : 0,5. MF heksan:MeOH:iPr-OH 92:4:4. 
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Iz serije kromatogramov lahko ponovno opazimo prevladujoč vrh enantiomera 1 z 99,5 % de-
ležem. Spojina 1 se eluira približno 1,5 minute kasneje kot spojina 2. Na bazni liniji pred glav-
nim vrhom sicer je možno opaziti nekakšno nihanje bazne linije, vendar je to premajhno in tega 
ne moremo pripisati drugemu enantiomeru v manjšinskem deležu. Enantiomera z deležem 0,5 
% nam s to metodo ni uspelo detektirati.  
Porazdelitveni koeficient in uporaba mobilnih faz 
Za vse spojine smo s programom ChemDraw izračunali logaritmične vrednosti 
porazdelitvenega koeficienta P, logP. Iz rezultatov ločb smo izbrali vrednosti polarnih mobilnih 
faz (metanol in izopropanol) in te vrednosti sešteli. Izbrali smo deleže mobilne faze v času ločbe 
oz. vrednosti, kjer je bila resolucija najboljša. Izračunali smo celoten delež polarne mobilne faze 
v metodi.   
Podatki so grafično prikazani v spodnji tabeli in grafu. 
Spojina logP % polarne mobilne faze 
3 in 4 1,75 8 
7 in 8 2,13 11 
1 in 2 2,26 8 
9  3,09 20 
5 in 6 3,51 18 
10 3,75 17 
11 4,85 24 
Preglednica I: Prikaz podatkov logP in mobilnih faz za spojine 
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Slika 42: Grafični prikaz odvisnostni polarne mobilne faze od logP. 
Iz grafa lahko opazimo korelacijo med logP in deležem polarne mobilne faze. Glede na trendno 
črto vidimo, da višja, kot je logP vrednost posamezne spojine, večji delež polarne mobilne faze 
potrebujemo za elucijo spojine na kromatogramu v približno enakem času. Za spojine, ki imajo 
vrednost logP okoli 2, potrebujemo sestavo mobilne faze s približno 10 % deležem polarne 
mobilne faze in 90 % nepolarnega dela. Spojine, ki imajo višji logP, med 3 in 4, se eluirajo pri 
mobilni fazi s sestavo 20 : 80 polarna : nepolarna mobilna faza. Za spojino, ki ima logP skoraj 
5, pa smo potrebovali že 25 % delež polarnih mobilnih faz.  
Ker smo podatke o deležu polarne mobilne faze izbrali ob različnih časih, zgornja tabela in graf 
nista popolnoma natančna, a nam kljub temu prikažeta grobo oceno. Natančnejše rezultate bi 
dobili, če bi za vsako spojino opravili poskus, tako da bi do elucije prišlo ob istem času in 
pogledali, kakšno mobilno sestavo smo za to potrebovali.   
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REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
Vsi eksperimenti so potekali v kromatografskem sistemu z naslednjimi parametri: 
Kolona Kromasil Chiral CelluCoat 4.6 × 150 mm 3 µm 
Temperatura kolone sobna temperatura 
Tip kromatografije normalno-fazna 
Volumen injiciranja 20 µL 
Valovna dolžina 280 nm ali 368 nm 
Pretok 1 mL/min 
Mobilna faza (različna razmerja) A: heksan  
B: izopropanol  
C: metanol 
 
1. Ločevanje spojin 1 in 2: ločba uspešna in 3 in 4: ločba neuspešna 
Enantiomera 1 in 2 smo poskušali ločiti z normalno-fazno kromatografijo. Za mobilno fazo smo 
izbrali zmes heksana, izopropanola in metanola. Za najbolj primerno ločbo se je izkazalo 
razmerje mobilnih faz 92 % heksan, 4 % izopropanol, 4 % metanol.  
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Slika 43: Spojini 1 in 2, MF heksan:iPr-OH:MeOH 92:4:4, c = 0,05 mg/mL, površina 
kromatografskih vrhov 1 : 186 mAU*s 2: 162 mAU*s, faktor simetrije 1: 0,764 2 : 0,854 Rs = 
5,57.  
Za ločbo stereoizomerov spojin 3 in 4 smo uporabili različne sestave mobilne faze. S 
prilagajanjem mobilne faze in uporabo kolone Kromasil Chiral CelluCoat 4.6 × 150 mm 3 µm 
na omenjenem sistemu smo pokazali, da spojin ni mogoče ločiti na enantiomera.  
 
Slika 44: Spojini 3 in 4, MF heksan:MeOH:iPr-OH(1 % mravljična) 92:6:2, ločba neuspešna. 
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Iz rezultatov je razvidno, kako zelo lahko na ločbo vpliva ionski center. Pri drugem paru spojin 
se nam pri podobnem deležu polarnih mobilnih faz (skupno 8 %) pojavi velika asimetrija 
kromatografskih vrhov. Vrhova se zelo prekrivata. Kljub uporabi mravljične kisline z namenom 
pomika razmerja ionizirane oblike v neionizirano ločbe ni bilo. Za boljše rezultate bi bilo 
potrebno poznati pKa vrednost spojine in na podlagi tega izbrati ustreznejšo kislino, ki bi 
ravnotežje bolj pomaknila v smer neionizirane oblike. Tudi s podaljševanjem retencijskega časa, 
torej ob uporabi manjšega deleža polarnih topil, do ločbe enantiomerov ne bi prišlo.  
2. Ločevanje spojin 5 in 6: ločba delno uspešna 
V poskusih smo poskušali ločiti spojini 5 in 6. Mobilna faza je bila sestavljena iz heksana, me-
tanola in izopropanola (1 % mravljična kislina). Najbolj optimizirano ločbo smo dosegli s 
sestavo 90/5/5. Popolne ločbe v omenjenem sistemu ni bilo moč doseči.  
 
Slika 45: Spojini 5 in 6, MF heksan:MeOH:iPr-OH(1% mravljična) 90:5:5 c = 0,05mg/mL, 
površina kroamtografskega vrha 1: 787 mAU*s 2: 117 mAU*s faktor simetrije 1: 0,691 2: 0,940 
Rs = 3,840. 
Iz kromatograma so razvidni trije vrhovi. Prvi vrh je nečistoča, saj je njegov retencijski čas 
bistveno krajši od drugih dveh. Ker smo vzorce pripravili v razmerju 1 : 1, bi morala ob 
morebitni ločbi oba vrha imeti približno enako površino (v našem poskusu pa je površina 7 : 1). 
Tako sklenemo, da je zadnji vrh nečistota oz. prekurzor spojine, ki je ostal v spojini med 
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sinteznim postopkom. Oba enantiomera se eluirata ob istem času. Nepričakovano je, da ločba 
ni bila vsaj nakazana, saj se oba enantiomera sterično med seboj precej razlikujeta. V 
nadaljevanju bi do ločbe lahko poskušali priti z uporabo drugih kiralnih kolon, ki so na voljo na 
trgu.  
3. Ločevanje 7 in 8: ločba uspešna 
Spojini čistih stereoizomerov smo v poskusih poskušali ločiti v normalno faznem 
kromatografskem sistemu. Do najboljše ločbe je prišlo v sistemu s sestavo mobilne faze v 
deležih 5,5 : 5,5 : 89 MeOH:iPr-OH : heksan. Na kromatogramu sta zelo lepo vidna dva 
simetrična vrhova enantiomerov. 
 
Slika 46: 7 in 8, MF heksan:MeOH:iPr-OH 89:5,5:5,5, c = 0,05 mg/mL, površina 
kromatografskega vrha 1: 921 mAU*s 2: 933 mAU*s, faktor simetrije 1: 0,742 2: 0,802 Rs = 
5,060. Ločba uspešna. 
 
4. Ločevanje spojine 9: ločba delno uspešna 
Pri ločevanju spojine predhodno pred pripravo vzorca nismo imeli čistih enantiomernih spojin. 
V poskusu, kjer smo uporabili mobilno fazo s sestavo 12:8:80 iPr-OH:MeOH:heksan, smo na 
kromatogramu dobili več vrhov. Ob spremembi mobilne faze se nam je na kromatogramu 
pojavil še dodaten sedmi vrh, ki se je ob krajšem elucijskem času eluiral s sosednjim vrhom.  
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Slika 47: Spojina 9, MF heksan:MeOH:iPr-OH 80:8:12, c = 0,05 mg/mL. Ločba neuspešna.  
Pri spojinah z več kiralnimi centri lahko pričakujemo več kromatografskih vrhov. Ti so lahko 
posledica ne-stereoselektivne sinteze ali pa je po sintezi prišlo do izomerizacije. V našem 
poskusu na kromatogramu vidimo veliko vrhov. Nemogoče je pripisati posamezne vrhove 
posameznim izomerom. Iz strukturne formule spojine lahko predvidevamo (ne moremo pa 
vedeti), da sta zadnja dva vrhova na kromatogramu izomera, ki imata različno sterično 
usmerjeno -CH3 skupino. Sprememba -CH3 skupine v sami strukturi molekule bistveno ne 
spremeni geometrijske oblike same molekule in tako le rahlo vpliva na razliko v tvorbi vezi s 
stacionarno fazo. Zaradi tega se drugi enantiomer na koloni zadrži rahlo dlje, vendar ne dovolj, 
da bi prišlo do ločbe. Glede na ločbo para spojin 1 in 2, kjer je različno sterično usmerjena samo 
-CH3 skupina, prej omenjena teorija ne drži. To samo nakazuje, da za kiralno ločbo popolnih 
napisanih pravil ni in do ločbe pridemo s poskušanjem in izkušnjami. Prikazali smo tudi, kako 
pomembno je preizkusiti več različnih metod, saj smo tako odkrili še dodatno nečistoto v 
vzorcu, ki je drugače ne bi opazili in bi tako imeli nečist končni produkt.  
5.  Ločevanje spojine 10 in 11: ločba uspešna 
Pri ločevanju spojine 10 smo do ločbe prišli v sistemu, kjer smo za mobilno fazo uporabili zmes 
heksana, izopropanola in metanola v razmerju 8,5:8,5:83.  
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Slika 48: Spojina 10, MF heksan:MeOH:iPr-OH 83:8,5:8,5, c = 0,0167 mg/mL površina 
kromatografskega vrha 1: 15 mAU*s 2: 15 mAU*s, faktor simetrije 1: 0,860 2: 0,818, Rs = 
3,589. 
 
V sistem z 8,5 % izopropanolom, 8,5 % metanolom in 83 % heksanom smo injicirali vzorce. 
Enantiomera sta se ločila. Čas elucije je kratek.  
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Slika 49: Spojina 11, MF heksan:MeOH:iPr-OH 76:12:12; c = 0,025 mg/mL, površina 
kromatografskega vrha 1: 24 mAU*s 2: 25 mAU*s, 1: 0,754 2: 0,776, Rs = 8,523. 
 
Spojini 10 in 11 sta se zelo lepo ločili z veliko resolucijo. Časa elucije bi lahko še malenkost 
skrajšali. Metoda se lahko uporablja v analizne in preparativne namene po sintezi učinkovine. 
Zanimivo je, kako sta se obe spojini lepo ločili na dva vrhova, čeprav bi na število kiralnih 
centrov pričakovali več možnih vrhov. Ena razlaga, zakaj se to ni zgodilo, je, da nekateri 
diasteromerni pari geometrijsko niso stabilni, saj je njihova struktura lahko preveč napeta 
(številni obroči v strukturi omejujejo obliko molekule) ali pa s svojo strukturo preprečujejo 
nastanek dodatnih interakcij kiralnih -CH3 skupin. Za natančnejše razumevanje o strukturi bi 
potrebovali 3D modele molekule, kar pa že presega temo te magistrske naloge. 
Enantiomerna čistost 
Poskusi so nam tudi omogočili izračun enantiomerne čistosti za dan par spojin. Pri razmerju 99 
: 1 vidimo jasno nihanje bazne linije, kar nakazuje na prisotnost drugega enantiomera. Na kro-
matogramu, kjer smo injicirali samo en enantiomer, pa vidimo, da ostaja bazna linija ravna, kar 
pomeni, da v vzorcu ni drugega enantiomera oz. je ta pod mejo detekcije. Mejo detekcije smo 
nakazali s poskusi, kjer smo imeli razmerje enantiomerov 99,5 : 0,5. Na teh kromatogramih že 
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zelo težko vidimo prisotnost enantiomera v manjšem deležu. Zaključimo lahko, da je naša me-
toda občutljiva za določanje drugega enantiomera, ki ga je ≥ 1 %. S tem lahko tudi določimo 
enantiomerni presežek za oba para spojin. Po enačbi 7 izračunamo, da imamo enantiomerni 
presežek ≥ 98 %. Ta podatek prikazuje zelo dobro stereo selektivno sintezo in majhno oziroma 
nično racemizacijo končne spojine. Nakazuje tudi na uporabo stereoizomerno zelo čistih spojin, 
ki so bile uporabljene v sintezi učinkovin (metilni ester L- in D-alanina). 
Zaradi širitve vrha v kromatografskem sistemu bi do večje učinkovitosti lahko pršili z uporabo 
druge kolone z več teoretskimi podi. Takšni vrhovi bi bili ožji in bi se tako bolje ločili od bazne 
linije, kar bi nam lahko olajšalo detekcijo. Kolona bi imela večjo učinkovitost. Za to kolono bi 
morali ponovno razviti metodo, ki pa ne bi bila nujno uspešna. Vredno bi bilo poskušati tudi z 
večjimi volumni injiciranja (10-kratni volumen). S tem bi se nam povečali vrhovi, ki bi bolj 
izstopali od bazne linije in bi jih lažje ločili od šuma. Zaradi možnosti prekrivanja, ki bi pri tem 
nastalo, bi potrebovali tudi kolono s stacionarno fazo z nasprotno kiralnostjo. Če smo na primer 
eksperiment izvajali na L-koloni, potrebujemo še R-kolono, da s tem obrnemo vrstni red elucije 
in se tako izognemo prekrivanju, ki ga lahko povzroči enantiomer v večinskem deležu. 
Pri pripravi vzorcev za določevanje enantiomerne čistosti smo se srečevali s problemi, kako 
pripraviti tako nizke koncentracije določene spojine. Pri polavtomatskih pipetah lahko hitro 
pride do napake ali kontaminacije med nastavki, zato bi za izboljšanje natančnosti bilo treba 
uporabiti avtomatizirane (robotske) pipete, ki so zelo natančne. Tako bi zmanjšali oz. odpravili 
človeško napako. 
V tej magistrski nalogi smo poskušali poiskati optimalno razmerje med časom analize in učin-
kovitostjo. Verjetno bi z nadaljnjimi spremembami parametrov in daljšanjem časa elucije lahko 
najverjetneje ločili tudi druge komponente, vendar bi to bilo preveč časovno potratno. Največ-
krat je separacija spojin po končani sintezi s kiralno kromatografsko ločbo najcenejša in najhi-
trejša metoda. Za stereoselektivno sintezo potrebujemo drage katalizatorje, a kljub temu na 
koncu še vedno potrebujemo analizno metodo, s katero z gotovostjo potrdimo enantiomerno 
čistost nastalega produkta.    
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SKLEP 
 
Naš cilj je bil raziskati in razviti kiralne metode za ločevanjem spojin giraznih inhibitorjev. Med 
raziskovalnim delom smo na normalno-faznem kromatografskem sistemu s spreminjanjem 
parametrov iskali metode za kiralno ločbo spojin. Na koloni Kromasil Chiral CelluCoat 4.6 
×150 mm, 3 µm smo do uspešne ločbe prišli pri spojinah 1 in 2, 7 in 8, 10 ter 11. Pri vseh 
spojinah se nam je že ob prvem poskusu ločba nakazala. S postopnim spreminjanjem smo 
izboljšali resolucijo in prišli do ločbe na bazni liniji. Za najboljšo ločbo so se izkazale mobilne 
faze, ki so vsebovale tri topila: heksan, metanol in izopropanol.  
Med spojine, kjer ločbe ni bilo, sodijo 3 in 4, 5 in 6 ter 9. Pri prvem paru smo imeli številne 
težave z ionsko strukturo molekule. Zaradi ravnotežja, ki nastane med ionsko in neionsko 
obliko, so se nam na kromatogramu pojavili asimetrični vrhovi do te mere, da so se prekrivali. 
Kljub temu pa se je ločba nakazala. Z razvito metodo lahko za ta par spojin grobo ocenimo, ali 
je prisoten tudi drugi enantiomer. Za izboljšanje ločbe bi bila smiselna uporaba primernejšega 
pH, kar bi premaknilo ravnotežje bolj v smer neionizirane molekule. Pri drugem paru do ločbe 
ni prišlo, saj sta se vrha popolnoma prekrivala. Uspelo nam je prikazati dve potencialni nečistoti 
v končnem produktu. Za spojino 9, ki je imela več kiralnih centrov, smo v končni metodi prika-
zali številne vrhove v sami spojini, kar nakazuje na neselektivno sintezo ali racemizacijo spo-
jine. Z razvito metodo bi lahko bolje spremljali potek same sinteze in končno čistost spojine. 
Največji korak do ločbe, za vse te spojine, ki se niso ločile na enantiomere, lahko naredimo z 
zamenjavo kolone. Stacionarna faza kolone je tisti del HPLC, ki najbolj vpliva na ločbo. Po-
znamo še druge komercialno dostopne kiralne kolone, kot so: Phenomex® Lux kolone; kolone, 
ki imajo stacionarno fazo iz amiloze namesto celuloze; Phenomenex® Chirex kolone – Priklejev 
tip kolon in še številne druge … 
V zadnjem sklopu smo za par spojin 1 in 2 poskušali dokazati enantiomerno čistost. Uspelo nam 
je razviti metodo z zelo dobro občutljivostjo. V vzorcu lahko s takim sistemom določimo pri-
sotnost enantiomera, če ga je ≥ 1 %. S tem smo tudi dokazali 98 % enantiomerni presežek, kar 
je odličen podatek za nadaljnjo sintezo učinkovine ali razvoj zdravila.  
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Prikazali smo tudi, da lahko s pomočjo vrednosti logP spojine predvidimo, kakšno sestavo mo-
bilne faze potrebujemo v začetnih fazah iskanja metode in si s tem skrajšamo čas in trud. Po-
membno je pripomniti, da je na trgu veliko število kolon z drugačnimi lastnostmi in rezultatov 
ne moremo posplošiti na vse ostale kolone.  
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